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USO DEL INTERFERON ALFA 5 EN EL TRATAMIENTO DE LAS 
HEP ATOP ATIAS VIRALES 



Amhito de la invencion 

5 

La invencion se relaciona con la produccion de 
interferon alfa 5 para su utilizacion en composiciones uti- 
les en el tratamiento de las hepatopatxas de origen viral. 

Hemos comprobado que el IFN-alfa 5 es el unico subtipo 

10 de interferon alfa producido en el hxgado sano y que sus 
niveles se encuentran claramente descendidos en la hepati- 
tis cronica C lo que pone de manif iesto el valor terapeu- 
tico de esta sustancia en el tratamiento de esta enf ermedad 
y de otras hepatitis viricas. Al conocerse la secuencia ; 

15 genica codificante de este interferon, la produccion del 

mismo por tecnologia de ADN recombinante en diferentes . 

huespedes, permite el desarrollo de farmacos ef icaces para [ - : 

el tratamiento de este tipo de hepatopatxas, en sus dife- 

rentes fases de evolucion. y/^ 

• • • 

20 *••■•* 
Estado de la tecnica anterior 



Las celulas inf ectadas pueden reconocer la presencia 
de virus iniciando seriales que llevan a la transcripcion y 

25 secrecion de interferon tipo I ( IFNcx e IFNP) . El IFNa es 
una familia de 13 polipeptidos (subtipos) codificados por 
diferentes genes. El IFNp es una glicoproteina producida 
por un unico gen. Diversos tipos celulares producen tanto 
IFNa como IFNP (1,2). 

30 La infeccion viral es el principal estlmulo para la 

produccion de interferon tipo I, aunque tambien existen 
otros factores que pueden aumentar su sintesis, como son 
componentes bacterianos, RNA de doble cadena, factores de 
crecimiento y otras citoquinas (1) . Ademas de la accion an- 

35 tiviral del IFNa, este puede interactuar con ciertas cito- 



- 3 - 

quinas y con las celulas T regulando el crecimiento y 
dif erenciacion de las celulas del sistema inmune (3) . Los 
genes del IFNa son expresados constitutivamente en tejidos 
humanos de individuos sanos (4) , aunque la expresion de de- 
5 terminados subtipos esta restringida a ciertos tipos celu- 
lares (5,6). La induccion de I FN por virus es re^ulada 
principalmente a nivel transcripcional . La activacion 
transcripcional especlfica ocurre por la interaccion de 
factores celulares inducidos por virus con los dominios 
10 reguladores de los promotores de los genes del IFNa, (7) . 

Todos los subtipos de IFNa e IFNp poseen un receptor 
comun en la superficie de las celulas. Ensayos de competi- 
cion de union al receptor de diversos subtipos de IFNa in- 
dican que todos ellos se unen al mismo receptor, pero con 
15 diferente afinidad (8) . La actividad biologica de los dife- 
rentes subtipos de IFNa es poco conocida. Los subtipos de 
interferon IFNa5 e IFNa8 parecen ser los que tienen mayor 
actividad antiviral . La respuesta antiprolif erativa tambien 
es diferente entre los diversos subtipos (9). -En -humanos, 
2 0 las celulas mononucleares de sangre perif erica no estimula- 
das expresan diversos subtipos de IFNa (10) . 

Un mecanismo comun de persistencia de la infeccion 
viral es la evasion del sistema del I FN. Muchos virus han 
desarrollado estrategias para evitar los efectos antivi- 
25 rales del I FN. Concretamente , un defecto selective en la 
produccion de IFNa ha sido descrito en monocitos infectados 
por el virus de la inmunodef iciencia humana (11) . 

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus RNA de 
cadena sencilla que conlleva a una infeccion cronica en mas 
30 de dos tercios de las personas inf ectadas . La prevalencia 
de infeccion por el VHC es alrededor del 2 al 3% en la 
poblacion occidental. Estudios desarrollados en Europa 
muestran que el 33% de los pacientes con infeccion cronica 
por el VHC desarrollan cirrosis en un tiempo medio inferior 
35 a 20 anos (12) . Una proporcion signif icat iva de estos 



pacientes desarrollan cancer hepatico, con una incidencia 
anual del 1,4% (13). Ha sido dificil encontrar la razon del 
alto grado de persistencia de la infeccion por el VHC. La 
alta tasa de mutaciones del virus y la produccion de un 
perfil predominante de citoquinas Th2 respecto a Thl han 
sido descritas como las responsables de este alto grado de 
persistencia de la infeccion. El tratamiento con I FN induce 
una respuesta sostenida en alrededor del 30% de los 
pacientes con hepatitis cronica C. El mecanismo responsable 
de respuesta o no respuesta al tratamiento con I FN es poco 
conocido. * 
El sistema del I FN apenas ha sido estudiado en la : 
infeccion cronica por el VHC. No existe un modelo animal 
apropiado de infeccion cronica por el VHC, por ello, los : 
estudios realizados en humanos son la unica fuente de : 
informacion sobre la patof isiologia y patogenesis de la 
hepatitis cronica C. En la presente invencion se describe ■ 
la expresion de los genes IFNa e IFN0 en higado y en celu- ; 
las mononucleares de sangre periferica (CMSP) de controles « 
sanos y pacientes con hepatitis cronica C. Ademas, hemos : 
analizado el subtipo de IFNa expresado en tejido hepatico 
normal y tejido hepatico de pacientes con hepatitis cronica" 
C. La expresion de los diferentes subtipos de IFNa tambien 
fue analizada en CMSP de controles sanos y de pacientes con 
hepatitis cronica C. 
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DESCRIPCION DE LA INVENCION 



Pacientes y controles 

La expresion genica de IFNa e IFN(3 fue analizada en 
muestras de biopsias hepaticas de 16 pacientes con hepa- 
titis cronica C (9 hombres y 7 mujeres, rango de edad de 24 
hasta 71 anos) . Cinco de estos pacientes presentaban 
cirrosis. El genotipo viral se determino en 14 pacientes y 
resulto ser lb en 10 pacientes, la en 2 pacientes y geno- 
tipo 3 en 1 paciente. 

Ademas, la expresion genica de IFNa e IFN0 fue deter- 
minada en 12 muestras de hlgado normal obtenidas mediante 
laparatomia de 12 pacientes control (9 hombres y 3 mujeres, 
rango de edad de 4 9 hasta 7 0 anos) . La laparatomia fue 
realizada debido a la presencia de tumores digestivos en 10 
pacientes (4 de colon-recto, 5 gastricos y 1 pancreatico) , 
debido a pancreatitis cronica en 1 paciente y a la presen- 
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cia de quiste hiatidico en otro paciente. En los doce casos 
la histologia hepatica era normal. Ninguno de estos casos 
control habia recibido tratamiento previamente a la obten- 
cion de la muestra hepatica. 

5 Los niveles de RNAm de IFNot e IFNP tambien fueron de- 

terminados en CMSP de 25 pacientes con hepatitis crC^iica C 
(14 hombres y 11 mujeres, rango de edad de 24 hasta 6 9 
anos) (cuatro de estos pacientes presentaban cirrosis) y en 
CMSP de 23 controles sanos (10 hombres y 13 mujeres, rango 
10 de edad de 25 hasta 66 anos) . El genotipo viral de estos 
pacientes era lb en 22 pacientes, la en dos pacientes y 3 
en 1 paciente. 

El diagnostico de hepatitis cronica C se baso en una 
elevacion de transaminasas sericas durante mas de 6 meses, 
15 positividad para los anticuerpos anti-VHC (EL ISA 2 a genera - 
cion, Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ, USA) , presencia 
de RNA del virus C en suero ( transcripcion reversa-reaccion 
en cadena de la polimerasa) , y evidencia histologica de 
hepatitis cronica. La severidad del dano hepatico fue eva- 

2 0 luado por el indice de Knodell (16) . Fueron excluidas otras 

causas de hepatitis cronica diferentes al virus de la 
hepatitis C. Ninguno de los pacientes hab-ia recibido trata- 
miento con IFNct durante, al menos, los 6 meses previos al 
estudio . 

25 

Preparacion de las muestras hepaticas, CMSP y suero 

Las muestras hepaticas fueron obtenidas mediante 
biopsia hepatica realizada con aguja de biopsia Tru-Cut 
(Baxter, Deerfield, IL) . Un tercio de la muestra se congelo 

3 0 inmediatamente en nitrogeno liquido y se guardo a -80°C 

hasta la extraccion del RNA total. El resto de la muestra 
se utilizo para el estudio histologico. 

Las CMSP se aislaron a partir de sangre heparinizada 
mediante un gradiente de densidad con Lymphoprep (Nycomed 
35 Pharma As, Oslo, Noruega) , centrif ugadas a 600 g durante 30 
minutos . Despues de la centrif ugacion, las CMSP fueron re- 
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cogidas, lavadas 5 veces con ClNa al 0,9% y lisadas con la 
solucion desnaturalizante de proteinas Ultraspec™ (Biotech 
Laboratories, Houston, USA) . El lisado celular fue guardado 
a -80 °C hasta la extraccion del RNA total que fue realizada 
segun el metodo de Chomcznski y Sacchi (17) . 

Las muestras de suero fueron obtenidas mediante cen- 
trifugacion a partir de sangre venosa recogida en tubos 
esteriles. El suero se guardo a -40°C hasta su utilizacion. 



10 Analisis de la expresion genica de IFNa e IFNp en hlgado y 
CMSP 

Los niveles de RNAm de IFNa e IFNp fueron determinados 
mediante un metodo cuantitativo de transcripcion reversa- 
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) , utilizando un 
15 termociclador (Perkin-Elmer Gene Amp PCR system 2400) . Pre- 
viamente a la transcripcion reversa, 2 ^ig de RNA total 
(tanto de hlgado como de CMSP) fueron tratados con 1 unidad 
-de desoxirribonucleasa (DNase I amplification grade, Gibco- : 
BRL, Gaithersburg, MD, USA) para eliminar el posible DNA 
_-2.0 - contaminante.- La presencia " de trazas de "DNA fue chequeada • 
incluyendo reacciones control sin transcripcion reversa. 
Este paso es requerido debido a la ausencia de intrones en 
los genes de IFNa e IFNp (18), lo que nos hace indistingui- 
ble el producto de PCR procedente del RNA o del posible DNA 
25 contaminante. Todos los controles realizados sin trans- 
cripcion reversa fueron negativos, indicando ausencia de 
DNA contaminante. El RNA total fue transcrito (60 minutos a 
37 °C) con 400 unidades de M-MuLV transcriptasa reversa 
(Gibco-BRL, Gaithersburg, Md, USA) en un volumen final de 
30 40 (al de solucion salina 5x (250 mM Tris-HCl pH 8,3, 375 
mM KC1, 15 mM MgCl 2 ) , suplementado con 5mM DTT, 0 , 5mM 
desoxirribonucleotidos trif osf ato (Boehringer Mannheim, 
Mannheim, Alemania) , 4 8 unidades inhibidor de RNAsas 
(Promega Corporation, MD, US) y 400 ng de hexameros aleato- 
35 rios (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) . Despues de 
desnaturalizar la transcriptasa reversa (95°C, 1 minuto) y 
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rapidamente enfriar sobre hielo, una alicuota de 10 (il (0,5 
\ig) del cDNA fue utilizada para la amplif icacion de IFNa e 
IFNp por PCR en 50 ]il de lOx bufer de PCR (160 mM (NH4) 2 S0 4# 
670 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1% Tween 20) suplementado con los 
5 cebadores sentido y antisentido (40 ng de cada uno para 
IFNa y 60 ng para IFNP), 1,2 mM MgCl 2 y 2 unidades de - 
Biotaq™ DNA polimerasa (Bioline, Londres, UK) . En todos los 
experimentos fueron realizadas reacciones control sin RNA. . 
Como control interno de cada muestra se realizaron amplif i- : 

10 caciones de un fragmento de cDNA p-actina, utilizando una 
alicuota de 10 \il del cDNA obtenido anteriormente. El I FNot 
fue amplificado realizando 30 o 33 ciclos (CMSP o higa- • 
do respect ivamente) (94°C, 60°C y 72°C durante 20, 15, y 30 
segundos cada paso respect ivamente) , el IFNP fue amplifi- 

15 cado realizando 30 o 35 ciclos (CMSP o higado respectiva- : : " : 
mente) (94°C, 58°C y 72°C durante 20, 15, y 30 segundos ca- 
da paso respectivamente) y la P-actina fue amplif icada rea- 
lizando 18 o 25 ciclos (PBMC o higado respectivamente) 
(94°C / 55 °C y 72 °C durante 20, 15, y 30 segundos cada paso : *" : 

20 respectivamente), protocolos que evitan interf erencias con:*:*: 

* • 

la fase de saturacion de la reaccion de PCR . Los oligo- 
nucleot idos ( 5 ' - 3 " ) d (TCCATGAGATGATCCAGCAG) y -^P 

d ( ATTTCTGCTCTGACAACCTCCC) fueron utilizados como cebadores 
sentido y antisentido, respectivamente, para amplif icar un 

25 fragmento de 274 pares de bases localizado entre los nu- 
cleotides 240-514 del gen humano del IFNa (19) . Estos oli- 
gonucleotides son cebadores consenso disenados para ampli- 
ficar todos los subtipos de IFNa. Los oligonucleotides 
d (TCTAGCACTGGCTGGAATGAG) y d ( GTTTCGGAGGTAACCTGTAAG ) fueron 

3 0 los cebadores utilizados para amplif icar un fragmento de 
276 pares de bases localizado entre los nucleotidos 349-625 
del cDNA del IFNp humano (20) . d (TCTACAATGAGCTGCGTGTG) y 
d(GGTGAGGATCTTCATGAGGT) fueron los cebadores utilizados 
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para amplificar un fragmento de 314 pares de bases (nu- 
cleotides 1319-2079) del gen de la P-actina (21) . 

Despues de las reacciones de amplif icacion, 20 del 
producto de PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 2% 
5 tenido con bromuro de etidio. Las bandas obtenidas se vi- 
sualizaron con una lampara de luz ultravioleta y fueron 
analizadas con un programa comercial (Molecular Analyst/PC, 
Bio-Rad) , capaz de digitalizar y analizar la imagen obteni- 
da. Finalmente, los valores correspondientes a la expresion 
10 genica del IFNa o IFNP fueron normalizados con sus corres- 
pondientes de p-actina. Los resultados se expresaron como 
el cociente entre el valor de IFNa o IFNP y el correspon- 
diente de p-actina, Previamente, nosotros demos tramos que 
el RNAm de P-actina se expresaba constantemente tanto en 
15 higado como en CMSP de pacientes con hepatitis cronica C 
(22) , lo que nos permite normalizar los valores de IFNa e 
TFNp con los obtenidos de P-actina. 

Se realizaron curvas de validacion de la tecnica de 
PCR' part iendo "de cantidades conocidas de RNA total (de 0 
20 hasta 1 \xg) . Como se observa en la figura 3, con las canti- 
dades de RNA total inicial utilizadas para IFNa, IFNp o P~ 
actina (0,5 |ig, tanto en higado como en CMSP), nos 
encontramos en el rango lineal de la curva de amplif icaci6n 
de la PCR. El coeficiente de variacion interensayo para 
25 IFNa/p-actina fue 22% y para IFNp/p-actina fue 24%. Se 
comprobo la identidad del producto de PCR obtenido para 
IFNa e IFNP mediante secuenciacion automitica (ABI PRISM™ 
310 Genetic Analizer, Perkin Elmer) . 

30 Identif icacion de los subtipos de IFNa 

La extraccion de RNA total, transcripcion reversa y 
reaccion de PCR se realizo como describimos anteriormente, 
utilizando los cebadores consenso de IFNa mencionados . El 
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producto de PCR obtenido fue clonado utilizando el kit 
comercial de clonaje TOPO TA (Invitrogen, Leek, Holanda) . 
Al menos 6 clones de cada inserto fueron secuenciados en un 
secuenciador automatico ABI PRISM 310 (Perkin Elmer, 
5 Foster, CA) , utilizando el kit de secuenciacion Dye 
Rhodamine Terminator Cycle Secuencing Kit (Perkin Elmer, 
Forter CA) . 

Deteccion, cuantif icacion y genotipaje del RNA del virus C 

10 La presencia del RNA del virus C en suero se determino 

mediante la tecnica de RT-PCR (14, 22) , utilizando 2 pares 
de cebadores especlficos de la region 5 "no codificante del 
genoma del virus C. El RNA del virus C fue cuantif icado 
mediante la tecnica de PCR competitiva descrita por noso- 

15 tros anteriormente (22) . El genotipo viral fue determinado 
siguiendo el metodo de Viazov (23) y como anteriormente ya 
fue descrito (22,24). Para determinar el genotipo 4 se 
utilizo la sonda 5 "G (A, G) CCGTCTTGGGGCC (A, C) AAATGAT . 

20 Analisis estadistico 

Los resultados de IFNa e IFNP son present ados como la 

media+error standard. La normalidad de las variables fue 
estudiada con el test de Shapiro-Wilks . El analisis esta- 
distico de los valores de IFNa e IFNp en CMSP o hlgado se 

25 realize con test no-parametricos (Mann-Whitney U test) o 
parametricos (T de Student) . La asociacion entre variables 
cuantitativas fue estudiada con el coeficiente de correla- 
cion de Pearson o Spearman, segun correspondia . Para reali- 
zar el analisis estadistico se utilizo el programa informa- 

3 0 tico SPSS 6.0 de Windows. 

Produccion de proteina recombinante 

Ex presion v purificacion de interf eron-a5 humano en Esche- 
richia COll : 



A pesar de que la expresion de cDNAs procedentes de 
organismos eucariotas en Escherichia coli asegura, en ge- 
neral, un alto nivel de produccion, el aislamiento y puri- 
ficacion de la proteina de interes implica procedimientos 
complejos asi como bajos rendimientos . Por esta razon, se 
utilizan vectores de expresion que facilitan la obtencion 
de proteinas de fusion cuya purificacion se reduce a un 
paso de cromatograf ia de afinidad, de alto rendimiento y 
ef icacia . 

Construction del vector de expresion y obtencion de 
bacterias recombinantes 

El cDNA que codifica para el interf eron-oc5 se clonara ; 
en el vector pET14b (disponible comercialmente , Novagen) . 
Este vector proporciona una secuencia que codifica para una . 
serie de residuos de histidina (1 kDa) y que se traduciran " 
en fase con el cDNA clonado para rendir una proteina de 
fusion que contendra en su extremo amino terminal una cola 
de histidinas de 1 kDa y a continuacion el interf eron-a5 , 
con un sitio de corte por trombina entre ambos . 

Una vez obtenido el vector de expresion, se prepararan : 
bacterias competentes de la cepa BL2KDE3) ya que esta cepa i 
contiene un gen inducible de la RNA polimerasa de T7, que 
sera un requisito necesario para la posterior produccion de 
proteina. Las bacterias competentes se transf ormaran con el 
vector obtenido previamente (pET14b con el cDNA del inter- 
feron-a5 clonado) . Las bacterias transf ormadas se seleccio- 
naran por su crecimiento en medio LB con ampicilina, ya que 
el vector contiene un gen de resistencia a este antibio- 
tico. 

Expresion y purificacion del interf eron-a5 : 

Las bacterias transf ormadas se creceran en medio LB 
con ampicilina a 3 7 °C hasta una densidad optica de 0,4 a 
600 nm. A continuacion se inducira la expresion de la 
proteina recombinante con IPTG a una concentracion final de 



0.5 mM. De esta forma se induce el promotor lac y como 
consecuencia, el promotor de la RNA polimerasa de T7 que 
contiene el vector y que regula la expresion del cDNA 
clonado. El cultivo se crecera 4 horas mas en las mismas 
condiciones . 

Para obtener los extractos, una vez crecidas las bac- 
terias, se centrif ugaran a 4°C. Las bacterias precipitadas 
se resuspenderan en un tampon Tris/HCl 10 mM, sacarosa 10%, 
2-mercaptoetanol 2 mM e inhibidores de proteasas . La homo- 
geneizacion se realizara por sonicacion tras una incubacion 
de 3 0 minutos con lisozima a 4°C. Esto permitira romper la 
pared bacteriana y mejorar el rendimiento del proceso de 
extraccion. El extracto citosolico se obtendra a partir de 
la centrifugacion del homogenado a 100.000 x g durante 90 
minutos . La produccion de proteina se verif icara mediante 
el analisis de la fraccion citosolica por SDS-PAGE. 

La purificacion de la proteina de fusion His-inter- 
feron-ct5 se purificara mediante la cromatograf la del ex- 
tracto citosolico en una columna de Niquel de 2 ml . Tras el 
lavado de la columna, la proteina se eluira con 1 M 
imidazol. La proteina pura se procesara con trombina y el 
interf eron-a5 se repurif icara posteriormente mediante cro- 
matograf ia de exclusion molecular. 

Expresion y purifica cion de interf eron-a5 humano en solanum 
tuberosum: 

Construccion del vector de expresion y obtencion de plantas 
transgenicas 

El cDNA que codifica para el interf eron-a5 se clonara 
en un vector de expresion de Agrobacterium tumefaciens . Es- 
te vector contiene el promotor de la patatina (proteina mas 
abundante en el tuberculo de Solanum tuberosum) , ademas de 
una secuencia que codifica para una serie de residues de 
histidina (1 kDa) y que se traduciran en fase con el cDNA 



- 15 - 

clonado para rendir una proteina de fusion que contendra en 
su extreme amino terminal una cola de histidinas de 1 kDa y 
a continuacion el interf eron-ot5 , con un sitio de corte por 
trombina entre ambos. 
5 Una vez obtenido el vector de expresion, se prepararan 

bacterias competentes de la cepa GV2260 de Agrobacterlum 
tumefaciens . Las bacterias competentes se transf ormaran con 
el vector obtenido previamente. Las bacterias transf ormadas 
se seleccionaran por su crecimiento en medio LB con ; 

10 kanamicina, ya que el vector contiene un gen de resistencia e 
a este antibiotico. 

Posteriormente se realizara un cocultivo de las bacte- r 
rias transf ormadas con el material vegetal (hojas de Sola- • 
num tuberosum cultivadas in vitro) y se seleccionaran las 

15 celulas vegetales resistentes a kanamicina. Estas celulas ^ 
se regeneraran hasta la obtencion de plantas transgenicas. 

Obtencion y purificacion del interf eron-a5 : <- 
Se realizara una extraccion de proteina total a partir 
20 de tuberculos de las plantas transgenicas que expresen el 1 

r 

interf eron-a5 . : 

La purificacion de la proteina de fusion His- 
interf eron-a5 se realizara mediante la cromatografia del c 
extracto proteico obtenido en una columna de Nxquel de 2 
25 ml. Tras el lavado de la columna, la proteina se eluira con 
1 M imidazol . La proteina pura se procesara con trombina y 
el interf eron-a5 se repurificara posteriormente mediante 
cromatografia de exclusion molecular. 

3 0 Subtipos de IFNa en tejido hepatico normal y CMSP d 
individuos sanos 

Despues de la extraccion del RNA total de las muestras 
de tejido hepatico normal, el RNAm del IFNa fue amplificado 
utilizando cebadores universales para todos los subtipos de 



IFNa. Posteriormente, los productos de amplif icacion de PCR 
fueron clonados y secuenciados. Se analizaron 41 clones de 
cuatro higados normales diferentes y observamos que la 
secuencia de IFNa de los 41 clones era la misma y corres- 
pondia al subtipo IFNa 5 (Tabla 1) . Estos resultados mues- 
tran que el IFNccS es el unico subtipo de IFNa expresado en 
higado normal . La secuencia parcial de cADN de I FN alf a 5 
obtenida para todos los clones se muestra como SEQ ID N0:1. 

Para comparar el perfil de subtipos de I FN expresados 
en el higado con el expresado en CMSP, se extra jo el RNA 
total de CMSP de 5 controles sanos y se amplifico el RNAm 
de IFNa con los cebadores universales de todos los subtipos 
de IFNa. De los 43 clones analizados, 15 correspondlan al 
subtipo IFNaS , 14 al IFNal/13, 6 al IFNa21 y 8 clones a 
otros subtipos de IFNa (Tabla 1) . Estos resultados indican 
que el perfil de subtipos de IFNa expresado en CMSP difiere 
del expresado en higado normal . 

Subtipos de IFNa en tejido hepatico y CMSP de pacientes con 
hepatitis crdnica C 

Los resultados anteriores muestran que el higado nor- 
mal expresa IFNa5, mientras que las CMSP expresan una va- 
riedad de subtipos de IFNa. En el parenquima hepatico de 
pacientes con hepatitis cronica C existe infiltrado de 
celulas mononucleares, siendo estas una fuente importante 
de IFNa. Ello sugiere que el perfil de subtipos de IFNa 
expresado en el higado de pacientes con hepatitis cronica C 
podria diferir del perfil encontrado en higado normal. Para 
estudiar la expresion de subtipos de IFNa en la hepatitis 
cronica C, extra j imos el RNA total de muestras hepaticas de 
3 pacientes diferentes y de 2 muestras de CMSP. Despues de 
amplificar el RNAm de IFNa con cebadores universales para 
todos los subtipos, clonamos y secuenciamos 24 clones de 



tejido hepatico y 18 clones de CMSP. Como se muestra en la 
tabla 1, las CMSP de pacientes con hepatitis cronica C ex- 
presan IFNot21, IFNa5 y IFNa7 (5, 12 y 1 clon respectiva- 
mente) . En tejido hepatico de estos pacientes encontramos 
ademas del subtipo IFNotS, los subtipos IFNa21, IFNal7 y 
IFNal/13 (8, 1 y 2 clones respectivamente) (Tabla 1) . 

Estos datos sugieren que la produccion de IFNa por el 
infiltrado de celulas mononucleares puede causar un cambio 
en el perfil de subtipos de IFNa expresados en el tejido :* 
hepatico de pacientes con hepatitis cronica C. 

Niveles de expresion de RNAm de IFNa en CMSP y en higado de : 
pacientes con hepatitis cronica C y controles 

El RNA total fue extraido de muestras de CMSP e hlgado 
de pacientes con hepatitis cronica C (n=25 y 16, ^ 
respectivamente) , de muestras de CMSP de controles sanos : 
(n=2 0) y muestras de tejido hepatico normal obtenidas me- : * 
diante laparatomxa (n=12) . Los niveles de RNAm de IFNa 
f ueron- determinados "mediant e" la ticnica semicuantitativa de : # 
transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa 
(RT-PCR) , utilizando cebadores universales para amplif icar 
todos los subtipos de IFNa. Los valores son expresados como 
el cociente entre el RNAm de IFNa/ RNAm de (3-actina. 

Encontramos que los niveles de expresion de IFNa en 
CMSP de pacientes con hepatitis cronica C estaban signifi- 
cativamente aumentados comparados con los hallados en con- 
troles sanos (3,2±0,48 vs 1,14±0,26; p=0,001) (Fig.lA). Este 
resultado era esperado en una infeccion viral como la 
hepatitis C, en la que se encuentran infectadas las CMSP 
(14) . Por el contrario, los niveles de expresion de RNAm de 
IFNa estaban signif icativamente disminuidos en tejido hepa- 
tico de pacientes con hepatitis cronica C comparado con el 



expresado en hlgado normal (0,12±0,03 vs 0,43±0,12; p=0,003) 
(Fig IB) . 

Como hemos observado anteriormente el IFNaS es el uni- 
co subtipo de IFNa detectado en hlgado normal, mientras que 
en tejido hepatico de pacientes con hepatitis cronica C se 
observa una mezcla de subtipos . Nuestros hallazgos indican 
que en la infeccion por VHC existe una marcada reduccion en 
la expresion del subtipo de IFNa constitutivamente expre- 
sado en el tejido hepatico. Interesantemente , los niveles 
de RNAm de IFNa en hlgado de pacientes con hepatits cronica 
C muestran una correlacion directa con el indice de Knodell 
(r=0,54; p<0,05). Este hallazgo, junto con la observacion 
que los subtipos de IFNa detectados en hxgado de pacientes 
con hepatitis cronica C son los observados en CMSP, sugiere 
que la mayor parte del RNAm de IFNa encontrado en higado de 
hepatitis C proviene del infiltrado inf lamatorio . Parece 
posible que la reduccion en la expresion del IFNa hepatico 
(IFNaS) pueda jugar un papel en la cronif icacion de la 
infeccion por VHC. Por ello, estas observaciones pueden 
tener implicaciones terapeuticas si ademas tenemos en cuen- 
ta la marcada actividad antiviral y antiprolif erativa el 
IFNa5 descrita por otros autores (9) . 

Niveles de expresion de RNAm de IFNp en CMSP y en hxgado de 
pacientes con hepatitis cronica C y controles 

El IFNp , la segunda forma mayoritaria del interferon 
tipo I, es una glicoproteina producida por un unico gen. En 
las infecciones virales, los genes de IFNa e IFNP son acti- 
vados o reprimidos transcripcionalmente a traves de diver- 
sos mecanismos (15) . Para analizar la expresion del IFNP en 
la hepatitis cronica C determinamos los niveles de RNAm de 
IFNP en las mismas muestras de tejido hepatico y CMSP que 
previamente habiamos determinado la expresion de IFNa. 
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Como se muestra en la figura 2, observamos que Ids 
niveles de RNAm de IFNp (expresados como cociente con sus 
respectivos de P-actina) eran signif icativamente mas altos, 
tanto en CMSP como en higado, de pacientes con hepatitis 
5 cronica C comparados con los hallados en CMSP de controles 
sanos e higados normales (1,66+0,2 vs 0,88±0,16; p=0,008 en 
CMSP y 1,37±0,23 vs 0,97±0,16; p=0,011 en higado). Estos 
resultados muestran que mientras el VHC causa represion del 
IFNa en higado, la expresion de IFNP esta aumentada tanto 
10 en higado como en CMSP. Ello indica que el VHC modula de 
diferente forma los diferentes genes del I FN de tipo I en 
higado, bloquea la produccion de IFNa pero permite una 
sobreexpresion de IFNp. 

15 Relacion entre la expresion de los genes de IFNa e IFNP con : 
la carga viral, genotipo y dano hepatico en la hepatitis : 
cronica C 

Pa f a . deteirminar si_ la ^expresion. genica ~ del IFNa o IFNp v 

pudiera estar relacionada con la carga viral o el genotipo, 

2 0 cuantif icanmos el RNA del virus C en suero de todos los 

pacientes mediante la tecnica de PCR competitivo y 
determinamos el genotipo del VHC por un metodo de hibrida- 
cion con sondas especificas- No encontramos correlacion en- 
tre la expresion de los genes de IFNa o IFNp (en higado o 
25 CMSP) y los niveles de RNA del virus C en suero o el 
genotipo viral. 

Al analizar la relacion entre la expresion de los 
genes de I FN tipo I y la intensidad de dano hepatico en 
pacientes con hepatitis cronica C, encontramos que los ni- 

3 0 veles de RNAm de IFNp en higado se correlacionaban direc- 

tamente con los valores de aspartato aminotransf erasa se- 
rica (r=0,64, p=0,008), y con el indice de Knodell (r=0,66, 
p=0,006). De igual forma los valores de RNAm de IFNa en 
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hxgado mostraban una correlacion directa y positiva con el 
Indice de Knodell como mencionamos anteriormente . 
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Tabla 1. Subtipos de IFNa en controles y pacientes con 
hepatitis cronica C. 





Higado 


CMSP 


Control 1 


9 clones 
IFNA5 




Control 2 


9 clones 
IFNA5 




Control 3 


11 clones 
IFNA5 




Control 4 


12 clones 
IFNA5 




Control 5 




3 clones IFNA5 
4 clones IFNA21 
2 clones I FNAl 


Control 6 




8 clones IFNA5 


Control 7 




10 clones 
I FNAl/ 13 
1 clon IFNA8 


Control 8 




3 clones IFNA5 
2 clones IFNA21 
2 clones 
IFNA1/13 
1 clon IFNA2 2 


Control 9 




2 clones I FNAl 0 
1 clon IFNA5. „ 
1 clon IFNA2 
1 clon IFNA 7 
1 clon IFNA8 
1 clon IFNA4 






RNA-VHC (+) 
1 


6 clones 
IFNA5 

2 clones 
IFNA21 
1 clon 
I FNAl 7 


7 clones IFNA5 
1 clon IFNA21 
1 clon IFNA 7 


RNA-VHC (+) 
2 


2 clones 

IFNA5 
4 clones 
IFNA21 


5 clones IFNA5 
4 clones IFNA21 


RNA-VHC (+) 
3 


5 clones 
IFNA5 

2 clones 
IFNA21 

2 clones 
I FNAl 
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Descripcion de las Figuras 

Figura 1: Expresion de RNAm de interferon alfa/ p-actina 

5 (eje de ordenadas) en celulas mononucleares de sangre 

perif erica (A) y en higado (B) , de controles sanos y 
pacientes con hepatitis cronica C (HCV-RNA + ) (eje de 
abcisas) . 

Figura 2: Expresion de RNAm de interferon beta/p-actina 

10 (eje de ordenadas) en celulas mononucleares de sangre 

periferica (A) y en higado (B) , de controles sanos (C) y 
pacientes con hepatitis cronica C (HCV-RNA + ) (eje de 
abcisas) . 

Figura 3: Relacion entre la cantidad inicial de RNA total 
15 (abcisas) y la intensidad de banda del producto de PCR 

obtenido tras la amplif icacion del RNAm de IFNa, (•) IFN(3 

( A ) y 0-actina (♦) (en ordenadas como cuentas x mm 2 ) en 
muestras de CMSP (A) y de higado (B) . 
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LISTADO DESECUENCIAS 



I NFORMAC I ON GENERAL: 

SOLICITANTE : 

NOMBRE: INSTITUTO CIENTIFICO Y TECNOLOGICO 

DE NAVARRA , S.A. 
CALLE: Avenida Pio XII, 53 
CIUDAD: Pamplona 
ESTADO O PROVINCIA: Navarra 
PAIS: Espafia 
CODIGO POSTAL: 310 0 8 
TELEFONO: 948-10 56 00 
FACSIMIL: 948-17 52 23 

TITULO: "USO DEL INTERFERON ALFA 5 EN EL TRATAM I ENTO DE 
LAS H E P ATO PAT IAS VIRALES". 

NUMERO DE SECUENCIAS : 1 

DIRECCION PARA CORRESPONDENCE I A : 

DESTINATARIO: INSTITUTO CIENTIFICO Y TECNOLOGICO 

DE NAVARRA, S.A. 
CALLE: Avenida Pio XII, 53 
CIUDAD : Pamplona 
ESTADO O PROVINCIA: Navarra 
PAIS: Espafia 
CODIGO POSTAL: 31008 

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR : 

TIPO DE MEDIO: DISCO 3 . 5 " 
ORDENADOR : PC 

SISTEMA OPERATIVO: WINDOWS 
SOPORTE LOGICO: WORD 
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I NFORMAC I ON SOBRE EL ABOGADO/AGEMTE : 
NOMBRE : ALBERTO DE ELZABURU 
NUMERO DE REGISTRO: 232/1 

NUMERO DE REFERENCIA/REGISTRO : P- 99043 

I NFORMAC I ON SOBRE TELECOMUNICACIONES : 
TELEFONO: 91 700 94 00 
FACSIMIL: 91 3193810 

TELEX O CORREO ELECTRONICO: elzaburu@elzaburu.es 

I NFORMAC I ON PARA LA SEQ ID NO.: 1 

CARACTER f ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 274 pares de bases 

TIPO: nucleotides 

NUMERO DE HEBRAS : 1 

CONFIGURACION: lineal 

TIPO DE MOLfSCULA : cADN 

HIPOTETICA: NO 

ANT I - SENT I DO : NO 

FUENTE DE OR I GEN: 

Organismo: Homo sapiens 

Tipo de tejido: higado 

POSICION EN EL GENOMA: Cromosoma 9 

CARACTER f STICA : 

NOMBRE/ CLAVE : I FNctS 

Metodo de identif icacion: RT-PCR, Secuenciacion 
OTRAS I NFORMAC I ONE S : 

Nucleotides 672 a 945 de la secuencia del gen de IFNa.5 
publicada en la base de datos Genbank con numero de 
acceso X02956 . 



DESCRIPCION DE LA SECUENCIA SEQ ID NO : 1 



TC CAT GAG ATG ATC CAG CAG ACC TTC AAT CTC TTC AGC ACA AAG GAC TCA 
His Glu Met lie Gin Gin Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser 
1 5 10 15 

TCT GCT ACT TGG GAT GAG ACA CTT CTA GAC AAA TTC TAC ACT GAA CTT TAC 
Ser Ala Thr Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr 

20 25 30 

CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA GCC TGT ATG ATG CAG GAG GTT GGA GTG GAA 
Gin Gin Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Met Met Gin Glu Val Gly Val Glu 
35 40 45 50 

GAC ACT CCT CTG ATG AAT GTG GAC TCT ATC CTG ACT GTG AGA AAA TAC TTT 
Asp Thr Pro Leu Met Asn Val Asp Ser He Leu Thr Val Arg Lys Tyr Phe 

55 60 65 

CAA AGA ATC ACC CTC TAT CTG ACA GAG AAG AAA TAC AGC CCT TGT GCA TGG 
Gin Arg He Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp 

70 75 80 

GAG GTT GTC AGA GCA GAA AT 
Glu Val Val Arg Ala Glu 
85 90 
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REIVINDICACIONES 



5 l.- Uso del IFN-alfa 5 o de la secuencia genica que lo 

codifica y/o sus secuencias genicas esencialmente deriva- 
das, para la fabricacion de composiciones utiles en el tra- 
tamiento de enf ermedades hepaticas . 

2. - Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para la 
10 fabricacion de composiciones utiles en el tratamiento de la 

hepatitis C cronica. 

3. - Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para la 
fabricacion de composiciones utiles en el tratamiento de la 
cirrosis de origen viral. 

15 4.- Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, para la 

fabricacion de composiciones utiles en el tratamiento del 
carcinoma hepatocelular . 

5 . - Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica- 
ciones 1-4, en el que la composicion fabricada se utiliza 

20 para inducir geneticamente la sintesis fisiologica, dirigi- 
da a nivel nuclear, en celulas hepaticas enfermas deficita- 
rias en dicha sintesis, de interferon alfa 5. 

6 . - Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica- 
ciones 1-4, en el que la fabricacion de la composicion con- 

25 siste en desarrollar una proteina recombinante de aplica- 
cion humana, mediante la clonacion de un vector de expre- 
sion en un huesped apropiado. 

7. - Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en que el 
huesped clonado es un organism© eucariota, pref erentemente 

30 Escherichia Coli. 

8. - Uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que 
el huesped clonado es un organismo procariota, pref erente- 
mente Solanum tuberosum. 

9. - Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindica- 
35 ciones anteriores, en que la composicion fabricada es una 

composicion ingerible como alimento. 
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10.- Uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 
caracterizado en que la composicion fabricada es una compo 
sicion de terapia genica somatica. 
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